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目的：研究骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSC)对 A498 肾癌
裸鼠移植瘤的影响。方法：培养肾癌 A498 细胞和人 MSC，用 CM-Dil 标记
MSC 并对标记后 MSC 细胞的活性和增殖能力进行比较，构建 A498 肾癌裸鼠皮
下移植瘤模型，实验裸鼠共 36 只，当裸鼠移植瘤长径达 0.5~0.8cm，将其随机
分为 2 组：一组注射 CM-Dil 标记的 MSC（MSC 组），另一组注射生理盐水
（NS 对照组），其中，每组各有 6 只用于观察生存期。从接种肿瘤的第 1 天起，
隔天观察裸鼠饮食、排便、活动状况以及肿瘤的生长情况；在注射 MSC 之后的
不同时间段（3 天，6 天，15 天，30 天）用游标卡尺测量裸鼠皮下移植瘤的长
径、短径，并计算皮下移植瘤体积，记录注射当天开始至裸鼠死亡的时间，计
算各组裸鼠平均生存时间，比较两组裸鼠生存时间差异。分别在 MSC 注射接种
后的 3 天，6 天，15 天，30 天，将 MSC 组和 NS 对照组裸鼠各处死 3 只，留取
MSC 组皮下移植瘤组织冰冻切片，在荧光显微镜下，观察 CM-Dil 标记的 MSC
在不同的时间点裸鼠肿瘤组织中的分布情况；苏木素-伊红（hematoxylin-esosin，
HE）染色后行 HE 染色病理学观察。取各组小鼠上述时间点的肿瘤组织切片，
用 RT-PCR 和 Western Blot 分别检测 Twist 基因和蛋白的表达情况。结果：CM-
Dil 标记的 MSC 活性和增殖与未标记的 MSC 无明显改变；MSC 组裸鼠皮下移
植瘤在注射后 15 天内增长缓慢，与 NS 对照组比较有显著差异（P<0.05）。在注
射 MSC 的 15 天后，MSC 组皮下移植瘤增长速度减慢，15 天与 30 天时，两组
裸鼠肿瘤体积均较前增大，但差异无统计学意义（P>0.05）；MSC 组裸鼠的生
存期延长；荧光冰冻切片追踪裸鼠肿瘤组织中 CM-Dil 标记的 MSC，荧光显微
镜下观测到 CM-Dil 标记的 MSC 在绿色荧光激发下，细胞膜呈明亮的橙红色，
细胞质与细胞核呈类圆形暗区，随着时间的推移，荧光亮度逐渐变弱，荧光范
围也逐渐缩小；HE 染色结果显示 MSC 组炎症反应较 NS 对照轻；Twist 基因以






































Objective: to study the bone marrow mesenchymal stem cells (mesenchymal stem 
cells, MSC) affect A498 kidney cancer nude mouse transplantation tumor. Methods: 
cultivate people kidney A498 cell and MSC, use CM-Dil marker MSC and 
proliferation ability and activity of marker MSC cells after comparison, build A498 
kidney cancer nude mice subcutaneous transplantation tumor model, a total of 36 
experimental nude mice, when the nude mouse transplantation tumor length to 
diameter of 0.5~0.8cm , will be randomly divided into 2 groups: a group of injection 
CM-Dil marker MSC group (MSC), another group of injection of normal saline (NS 
control group), among them, each group has 6 is used only for lifetime 
observation.Since vaccination day 1 of the tumor, diet, defecation, activity, and the 
next day to observe nude mice tumor growth;In different times after the injection of 
MSC (3 days, 6 days, 15 days, 30 days) measured with vernier caliper nude mice 
subcutaneous transplantation tumor of length to diameter, short diameter, and 
calculate the subcutaneous transplantation tumors had accumulated, record on the day 
of injection to at least the time of death, to calculate the average survival time, groups 
of nude mice survival time differences compare two groups of nude mice. 
Respectively in MSC injection after inoculation 3 days, 6 days, 15 days, 30 days, will 
each executed three MSC group and NS control group in nude mice, file.usd10.00 
MSC group of subcutaneous transplantation tumor tissue frozen section, under the 
fluorescence microscope, to observe the CM-Dil marker MSC at different time points 
in nude mice tumor tissue distribution; Wood grain - eosin (hematoxylin-esosin, HE) 
dyeing after HE pathological observation. Take the above time points in mice tumor 
tissue section, Twist gene and protein constituting expression was detected by RT-
PCR and Western Blot. Results: CM-Dil marker MSC activity and proliferation and 
unlabelled MSC has no obvious change; MSC group nude mice subcutaneously 
















with NS control group with significant difference (P < 0.05).MSC in injection after 15 
days, MSC group of subcutaneous transplantation tumor growth has slowed, 15 days 
and 30 days, two groups of nude mice tumor volume increase than before, but there 
was no statistically significant difference (P > 0.05);The lifetime of nude mice after 
injection of MSC, nude mice extended; Fluorescent frozen section in the tumor tissue 
tracking nude mice CM-Dil marker MSC, fluorescence microscope observation to 
CM-Dil marker MSC under the green fluorescence excitation, the cell membrane is 
bright orange-red, cytoplasm and the nuclei are round dark space, with the passage of 
time, the fluorescence intensity gradually weakened, Twist the expression of genes 
and proteins in MSC Twist group was obviously less than NS group, the difference 
was statistically significant (P < 0.05).Conclusion: bone marrow mesenchymal stem 
cell transplantation significantly inhibit A498 kidney cancer nude mouse 
transplantation tumor growth, and delay receptors in nude mice survival time, 
heralding the bone marrow mesenchymal stem cells in the treatment of renal cancer 
between great potential and prospects; At the same time, the expression of Twist in the 
process showed a significant correlation, is expected to become the tumor biology 
behavior important indexes such as the occurrence and development, is likely to be 
between bone marrow mesenchymal stem cells with novel targets for the treatment of 
tumor. 


















缩写 全称（英文） 全称（中文） 
MSC mesenchymal stem cells 骨髓间充质干细胞 
HE hematoxylin-esosin 苏木素-伊红染色 
RCC Renal cell Carcinoma 肾细胞癌 
hMSCs human bone marrow derived mesenchymal 
stem cells 
人骨髓间充质干细胞 




TAF tumor associated fibroblast 肿瘤相关成纤维细胞 
EMT epithelial- mesenchymal transition 上皮细胞-间充质转化 
NF-κB nuclear factor-κB 核因子-κB 




BLI bioluminescence imaging 生物发光成像术 
GFP green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 
EGFP enhanced green fluorescent protein 增强型绿色荧光蛋白 
Fish fluorescent in situ hybridization 荧光原位杂交 
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第一章  前 言 
1. 肾细胞癌研究概述 




50~70 岁的男性，男女之比为 3:1 左右[3]。在我国泌尿系生殖系统恶性肿瘤中发
病率仅次于膀胱癌，占全身恶性肿瘤的 3%左右[4]，在世界范围内，每年因肾癌
而死亡的患者已经突破 10 万，约 25-30％的患者在 RCC 的确诊时已经发展成转





可见于各年龄段，高发年龄 50 岁~70 岁。但是既往经典血尿、腰痛、腹部肿块
“肾癌三联征”临床表现率不及 15%，所以导致这些患者在诊断时病情往往已
经发展到了晚期。无明显症状肾脏恶性肿瘤的发现率逐年升高，近 10 年国内文







是以下两大类间充质干细胞：①人骨髓间充质干细胞（human bone marrow 












































































发生的特定生物学环境为依据将其分为 3 个亚型：1 型、2 型和 3 型，1 型 EMT

























关键分子的诊断方法及靶向 EMT 关键分子的治疗手段是 MSC 在肿瘤的靶向治
疗重要的研究热点。在正常生理状态下，EMT 主要发生在损伤愈合的边缘，而
在肿瘤组织侵润的过程中，也有 EMT 现象的发生，所以我们有理由怀疑 MSC
参与肿瘤组织 EMT 生物学行为的过程[26]。生长因子是促进细胞 EMT 的主要因
素，EMT 生物学过程的主要标志是 E-钙黏蛋白分子表达下降。在 EMT 发生的
过程中，参与其中的信号通路有很多种，主要包括以下几大类：PI3K/AKT 信
号通路[27]、Rho 家族激酶信号通路[28]、TGF-β 信号通路、Notch 信号通路、
Wnt 信号通路[29]等等。研究表明上皮间充质转化（EMT）参与的多种信号通路
主要由 miRNA、Twist、Snail[30]和 SIPI 调控，其中 miRNA-200 家族(包括 miR-
200a、miR-200b、miR-200c、miR-141 和 miR-429)可以与 miR-205 共同调节 E-
cad 的转录抑制因子 ZEB1 和 SIP1(与 EMT 和肿瘤的转移密切相关)，这些
miRNAs 的缺失可以上调 ZEB1 和 SIP1 的表达水平，从而抑制 E-钙黏蛋白的表
达，诱导 EMT 的发生[31, 32]。因此，miRNA-200 家族被认为是上皮细胞标记物，
同时也被证实是 EMT 的主要调控者[33]，相反，过表达 miRNA 也可逆转 EMT
过程，从而诱发逆反的一个生物学行为即间充质-上皮细胞转化(MET)[34, 35]。近
年来研究表明 EMT 这一复杂的生物学过程是多类基因以及多条信号通路共同参
与调控，越来越多的研究发现其他基因如 Twist、Snail 和 SIPI 在上皮-间充质转
化中也发挥着重要的调控作用[36]。 
5. Twist 相关简介 





人类 Twist 有 2 种，分为 Twist1 和 Twist2，他们编码的蛋白有共同的 bHLH 结
构域，但是由于羟基末端不同，Twist1 又常被称为 Twist。人 Twist 基因位于
7p21.2，mRNA 的长度为 1669bp，包括 2 个外显子和 1 个内含子，其中第 1 个
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